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S u m m a r y 
Three regions are localized on the physical DNA map using BamHI and EcoRI restriction 
endonucleases. Two regions have ori function and the third one possesses a promoter 
function in the procaryotic system. 
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МОДИФИКАЦИЯ ФЕНИЛАЛАНИЛ-тРНК-СИНТЕТАЗЫ ИЗ Ε. COLI 
С ПОМОЩЬЮ 1,N6-ЭТЕНОАДЕНОЗИН-5'-ТРИФОСФАТА 
В. И. Подуст, Г. А. Невинский, О. И. Лаврик 
Введение. 1,Ы6-Этеноаденозин-5'-трифосфат (ΣΑΤΡ)* широко используется для изучения 
различных нуклеотидзависимых ферментов [1], в том числе и для исследования АТР-
узнающих участков аминоацил-тРНК-синтетаз [2, 3] как в качестве флюоресцирующего 
аналога субстрата, так и флюоресцентной метки. ΣΑΤΡ является субстратом в реакции 
аминоацилирования тРНК, катализируемой фенилаланил-тРНК-синтетазой из 
Е. coli [2]. 
В литературе отсутствуют данные о зависимых от УФ-света превращениях эте-
нированных нуклеотидов. В то же время ΣΑΤΡ по сравнению с АТР хорошо поглощает 
свет в области 300—350 нм. Это обстоятельство позволило нам надеяться на возбуж-
дение молекулы этенонуклеотида монохроматическим светом азотного лазера с длиной 
волны 337 нм с последующим ковалентным присоединением аналога нуклеотида к белку. 
Возможность подобного введения метки в белок представляется особенно перспектив-
ной ввиду того, что белки практически не поглощают свет с длиной волны выше 300 нм. 
В связи с этим в работе исследована возможность прямого фотоприсоединения 
ΣΑΤΡ к фенилаланил-тРНК-синтетазе Е. coli под действием монохроматического света 
азотного лазера. 
Материалы и методы. Фенилаланил-тРНК-синтетаза из Е. coli MRE-600 была 
выделена, согласно [4]. тРНК из Е. coli MRE-600 была получена, согласно [5]. АТР, 
L-фенилаланин фирмы «Reanab, Венгрия. Ь-[14С]-фенилаланин (360 Ки/моль) — 
* Здесь и далее вместо ΣΑΤΡ следует читать εΑΤΡ. 
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«UVVVR», ЧССР; [14C]-ATP (360 Ки/моль) - «СЕА», Франция. ΣΑΤΡ и ["С]-ΣΑΤΡ 
(360 Ки/моль) получены, согласно [2]. Все другие препараты, использованные в работе, 
были квалификации ос. ч. либо специально перекристаллизованы. В работе исполь-
зован сефадекс G-100, 40—120 меш («Pharmacia», Швеция). 
Для облучения фермента с лигандами использовали азотный лазер с длиной волны 
337 нм, с частотой 50 Гц и мощностью светового потока 5-Ю14 квант/с (ЛГИ-21). 
Реакционная смесь при облучении содержала 0,02 Μ КН2Р04 , рН 7,5, 10~3 Μ MgCl2, 
1 мг/мл фенилаланил-тРНК-синтетазы, 10~5—5· 10—3 Μ ΣΑΤΡ либо [140]-ΣΑΤΡ. Из 
облучаемой смеси отбирали аликвоты через установленные временные интервалы для 
•определения активности фермента и стехиометрии ковалентного присоединения аналога. 
Отобранные аликвоты (1—3 мкл) вносили в охлажденный 0,05 Μ трис-HCl буферный 
раствор, рН 7,5 (40—80 мкл), содержащий 0,1 мг/мл бычьего сывороточного альбуми-
на, затем — в смеси для определения активности фермента в реакции аминоацилирова-
ния тРНК [2]. Стехиометрию ковалентного присоединения [140]-ΣΑΤΡ к белку опреде-
ляли после отделения избытка непрореагировавшего аналога методом гель-фильтрации 
на сефадексе G-100, уравновешенном 0,05 Μ трис-HCl буфером, рН 8,5, содержащим 
0,5 Μ КС1. Элюат собирали по каплям (1—2) на мишени из бумаги FN-16 (2X2 см). 
Мишени сушили и определяли их радиоактивность. Профиль оптической плотности 
белка определяли по поглощению при 280 нм с помощью микроспектрофотометра 
«Обь». Молекулярную массу фермента считали равной 288 000 И Дцг/мл — ед., 
согласно [4]. Электрофорез фермента, модифицированного [140]-ΣΑΤΡ, проводили в 
условиях денатурации белка, согласно [4]. 
Результаты и обсуждение. Ранее было показано, что ΣΑΤΡ является субстратом 
в реакции аминоацилирования тРНК, катализируемой фенилаланил-тРНК-синтетазой из 
Е. coli [2]. Это позволило надеяться на возможность специфического мечения активных 
центров фермента с помощью ΣΑΤΡ. На рис. 1 показана зависимость скорости реакции 
аминоацилирования тРНК от времени облучения в присутствии ΣΑΤΡ. Видно, что 
наблюдается значительная инактивация фермента. Полной инактивации фермента со-
ответствовало ковалентное присоединение аналога, равное 1,1 —1,2 молям аналога на 
моль фермента, что было показано методом гель-фильтрации модифицированного белка 
в условиях разрушения нековалентного комплекса. Ковалентное присоединение [14С]-
ΣΑΤΡ к фенилаланил-тРНК-синтетазе было дополнительно показано методом гель-
электрофореза модифицированного фермента в денатурирующих условиях. Наблюдали 
сравнимое мечение а- и β-субъединиц фермента, имеющего структуру α2β2-типа [4], 
что находится в согласии с результатами модификации фермента другими реакционно-
способными аналогами АТР [6]. При электрофорезе 10 мкг белка происходило включе-
ние 1700 имп/мин и 2200 имп/мин в а- и β-субъединицы соответственно, при фоне геля 
160 имп/мин. 
Для доказательства специфичности присоединения ΣΑΤΡ к фенилаланил-тРНК-
синтетазе были оценены некоторые из характеристик аффинности процесса модифика-
ции [7]. На рис. 2 показана зависимость скорости фотоинактивации фермента в реак-
ции аминоацилирования тРНК от концентрации ΣΑΤΡ в облучаемой смеси. Видно, что 
зависимость выходит на плато, что может свидетельствовать в пользу образования 
комплекса фермента с реагентом, предшествующего реакции ковалентного присоедине-
ния аналога. Из данных по инактивации, согласно [8], была оценена величина Кг 
(9· 10-'· М) для аналога, оказавшаяся близкой величине Km, найденной В реаКЦИИ ами-
ноацилирования тРНК для АТР [2]. В то же время добавление специфических суб-
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Рис. 1. Зависимость остаточной активности (А) фер-
мента в реакции аминоацилирования тРНК от вре-
мени облучения в отсутствие ( Л и в присутствии 
ΣΑΤΡ (5. Ю-4 М) (2). 
Fig. 1. Irradiation time dependence of the enzyme 
activity (A) in the tRNA aminoacylation reaction in 
the absence (1) or presence (2) of ΣΑΤΡ (5-Ю-4 Μ). 
стратов фермента: АТР, фенилаланина, АТР и фенилаланина в условиях образования 
фенилаланиладенилата, а также его стабильного аналога — фенилаланиниладенилата. не 
защищало фермент от инактивации. Наряду с этим АТР частично защищает фермент от 
ковалентного присоединения [14С]-ЕАТР в процессе облучения. Результаты показаны 
на рис. 3. Отсутствие защитного эффекта субстратов может быть следствием ряда 
причин и требует более детального анализа процесса модификации фермента и химиче-
ского превращения ΣΑΤΡ под действием лазерного облучения. 
Рис. 2. Зависимость ВеЛИЧИНЫ kкаж процесса инактивации фермента от концентрации 
реагента (ΣΑΤΡ) в облучаемой смеси. 
Fig. 2. Dependence of the k a p p value of the enzyme inactivation process on the ΣΑΤΡ 
concentration. 
Рис. 3. Кинетические кривые инактивации фенилаланил-тРНК-синтетазы при УФ-облу-
чении с ΣΑΤΡ в отсутствие и при добавлении различных специфических лигандов: 1 — 
в отсутствие ΣΑΤΡ; 2 — в присутствии ΣΑΤΡ (3,5· 10~4 М); 3 — в присутствии ΣΑΤΡ 
(3,5-Ю-4 М) и АТР (5-Ю-3 М); 4 — ΣΑΤΡ (3,5· 10~4 М) и Phe (5· 10-5 М); 5 — ΣΑΤΡ 
(3,5· Ю - 4 М) и фенилаланиниладенилат (5· Ю - 6 М). Кинетические кривые ковалентного 
присоединения ΣΑΤΡ (3,5· Ю - 4 М) в отсутствие других лигандов (6), в присутствии 
АТР (5-10-3 М) (7). 
Fig. 3. Kinetic curves of UV-inactivation of phenylalanyl-tRNA synthetase in the absence 
and presence of various specific ligands: 1 — without ΣΑΤΡ; 2 — with ΣΑΤΡ (3.5X 
ΧΙΟ" 4 M); 3 — with ΣΑΤΡ (3.5·10"4Μ) and ATP (5·10~3 M); 4 — ΣΑΤΡ (3.5· 10-4 Μ) 
and Phe (5-Ю-5 M); 5 —ΣΑΤΡ (3.5-10~4 Μ) and phenylalaninyladenylate (5·10-6 Μ). 
Kinetic curves of covalent attachement of ΣΑΤΡ to the enzyme in the absence of other 
ligands (6), in the presence of ATP (5-10-3 M) (7). 
В то же время сам факт фотохимического ковалентного присоединения ΣΑΤΡ 
к белку не вызывает сомнения и в данной работе обнаружен впервые. 
Поскольку современные методы химического и ферментативного синтеза позво-
ляют ввести этенонуклеотиды в различные положения рибо- и дезоксирибонуклеиновых 
кислот, обнаруженная фотохимическая реакция представляет значительный интерес 
для изучения белок-нуклеиновых взаимодействий. Подобный подход представляется 
тем более перспективным, что для изучения количественных характеристик комплексо-
образования белков с этенированными аналогами могут быть использованы методы 
флюоресцентного титрования. 
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MODIFICATION OF Ε. COLI PHENYLALANYL-tRNA SYNTHETASE 
BY l,N6-ETHENOADENOSINE-5'-TRIPHOSPHATE 
V. N. Podust, G. A. Nevinsky, О. I. Lavrik 
Institute of Bioorganic Chemistry, 
Siberian Branch of the Academy of Sciences of the USSR, Novosibirsk 
S u m m a r y 
The irradiation of phenylalanyl-tRNA synthetase by nitrogen laser light (λ 337 nm) in 
the presence of ε ATP results in enzyme inactivation and covalent attachement of nucleo-
tide to the protein. Dependence of the enzyme photoinactivation rate on the εΑΤΡ con-
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centration is of saturated character. ATP partially protects the enzyme against covalent 
attachement of εΑΤΡ. However none of the specific ligands (ATP, Phe, phenylalanylade-
nylate) prevents the enzyme inactivation. 
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